民族 药 马 利 筋 内 生 真 菌 生物 活性 研究 
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摘要 : 药 用 植物 内 生 真 菌 能 够 产生 与 宿主 相同 或 相似 的 活性 物质 , 民族 药 马 利 筋 生物 活性 广 
泛 。 为 获得 马 利 筋 活性 内 生 真 菌 资源 ， 该 研究 基于 “民族 药 -内 生 真 菌 -活性 成 分 ”的 研究 思 
路 , 考察 了 168 株 马 利 筋 内 生 真菌 代谢 产物 的 生物 活性 , 分 别 采用 SRB 法 、Griess 法 、PNPG 
法 和 DPPH 法 对 内 生 真菌 发 酵 液 乙酸 乙 酯 提取 物 进行 抗 肿瘤 、 抗 炎 、or- 葡 萄 糖苷 酶 抑制 和 抗 
氧化 等 生物 活性 测定 ， 并 对 活性 菌株 进行 ITS 菌 种 鉴定 。 结 果 显 示 : 所 筛选 的 168 RAER 
菌 有 22 株 表 现 出 不 同 程度 的 生物 活性 ; 其 中 9 株 内 生 真 菌 具 有 显著 抗 肿瘤 活性 ， 其 ICso 值 
在 0.1~ 40 ug * mL! ZH]; 菌株 MJF-53 在 2.5 ug * mL! FJ XJ LPS 诱导 的 Raw264.7 释放 的 
NO 和 IL-18 均 具有 明显 的 抑制 作用 ; 7 株 内 生 真 菌 表现 出 不 同 程度 的 u- 葡 萄 糖苷 酶 抑制 活 
性 ， 其 ICso 值 在 1.0 ~ 4.0 mg * mL-!， 其 中 MYF-16 和 MYF-55 对 or- 葡萄 糖苷 酶 抑制 活性 接 
近 阿 卡 波 糖 ，19 株 内 生 真 菌 具有 不 同 程度 的 DPPH 自由 基 清 除 活性 ， 其 中 菌株 MYF-9、 
MYF-19 和 MJF-84 表现 出 中 等 强度 的 抗 氧化 活性 ，ICso 值 分 别 为 13.562. 17.776. 12.395 
ug * mL; ITS 菌株 鉴定 发 现 22 株 活 性 菌株 分 属于 链 格 孢 属 CAlternaria) ~ TE fes 
(Colletotrichum) ~ JI WE (Fusarium) ~ ESEJE (Diaporthe)、 躁 节 菌 属 (Talaromyces) 
和 新 壳 梭 孢 菌 (Neofusicoccum parvum) 等 不 同 种 属 。 该 研究 表明 马 利 筋 内 生 真 菌 的 生物 活 
性 具有 多 样 性 , 为 从 马 利 筋 内 生 真 菌 中 挖 气 潜 在 新 型 天 然 抗 肿 瘤 、 抗 炎 、 降 糖 和 抗 氧化 活性 
化 合 物 葛 定 基础 。 
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Abstract: Endophytic fungi in medicinal plants have the capacity to produce bioactive 
compounds whose features have great identity or similarity with the phytohosts. Since Asclepias 
curassavica has been known to possess a broad range of biological activities, we sought to obtain 
the active endophytic fungi from this plant. We performed the study followed the idea of “ethnic 
drug-endophytic fungi-active ingredients", and thereafter we examined the bio-activities of fungal 
metabolites from 168 strains of endophytic fungi isolated from A. curassavica. To evaluate the 
activities of anti-tumor, anti-inflammatory, anti-a-glucosidase and antioxidant in these fungi, the 
ethyl acetate extracts from fermentation broth of endophytic fungi were first determined using the 
methods of SRB, Griess, PNPG and DPPH, respectively. Furthermore, we identified the bioactive 
fungal strains with conserved ITS sequencing. Our results reveal 22 in 168 isolated strains have 
variable biological activities; and of which 9 strains have obvious antitumor effect with the ICso 
values of 0.1 - 40 ug:mL'!. Further, the strain MJF-53 display prominent inhibitory effect on the 
release of both NO and IL-1p in Raw264.7 cell line by LPS- induction under the concentration of 
2.5 ug: mL^!. There were 7 strains showing a-glucosidase inhibitory activity with the ICso values 
ranging from 1.0 to 4.0 mg:mL'!, Especially, the inhibitory activity of MYF-16 and MYF-55 are 
close to acarbose; 19 endophytic fungi have different degrees of DPPH radical scavenging 
activities, among which MYF-9, MYF-19 and MJF-84 show moderate antioxidant activity with 
ICso values of 13.562, 17.776 and 12.395 ug: mL! respectively; The ITS identification show that 
the 22 active strains are mainly distribute in six genera: Alternaria, Colletotrichum, Fusarium, 
Diaporthe, Talaromyces and Neofusicoccum. This study shows that the bioactivities of the 
endophytic fungi from A. curassavica are diverse, which lays a foundation for exploring new 
potential natural anti-tumor, anti-inflammatory, hypoglycemic and antioxidant compounds from 
the endophytic fungi of A. curassavica. 

Keywords: Asclepias curassavica, endophytic fungus, antitumor,  anti-inflammatory, 
a-glucosidase inhibitor, DPPH free radical, ITS 


微生物 是 大 量 天 然 产物 的 重要 来 源 ， 从 微生物 中 获得 的 天 然 化 合 物 在 营养 、 农 业 和 医疗 
保健 等 方面 做 出 了 重要 贡献 CSingh etal., 2017) 。 植 物 内 生 真 菌 是 指 在 其 生活 史 的 一 定 阶 段 
或 全 部 阶段 生活 于 健康 植物 的 各 种 组 织 和 器 官 内 部 ， 而 不 使 宿主 植物 病变 和 排斥 的 真菌 
(Hardoim et aL, 2015) 。 大 量 研究 表明 ， 药 用 植物 内 生 真 菌 在 抗 肿瘤 、 抗 微生物 、 抗 炎 、 
抗 氧 化 、 降 糖 、 杀 虫 等 方面 有 较 好 的 生物 活性 。Wei et al.(2020) 从 莞 根 中 分 离 得 到 内 生 真菌 
pr10 能 够 显著 抑制 A549 的 生长 ， Ran et al(2017) 从 喜 树 组 织 中 分 离 获得 能 产 抗 肿瘤 化 合 物 
喜 树 碱 的 内 生 真 菌 ; Sailesh et al.(2020) 从 黄 芬 根 中 分 离 的 内 生 真 菌 QF001， 其 代谢 产物 能 够 
有 效 抑 制 LPS 刺激 Raw264.7 中 促 炎 细胞 因子 NO, TNF-a 和 IL-6 的 表达 ; Geethanjali et 
al.(2019) 从 长 春花 中 分 离 的 黑 毛 壳 菌 代谢 物 乙 酸 乙 酯 提取 物 具 有 较 强 的 DPPH 自由 基 清 除 活 
性 ，Afra et al.(2015) 研 究 也 发 现 戎 芦 种 子 和 苦 杏 内 生 真 菌 代 谢 物 具有 较 强 的 抗 氧 化 能 力 ; 郑 
喜 等 (2015; 2014) 从 昆明 山海 党 中 分 离 获 得 一 株 具 有 抑制 o- 糖 昔 酶 作用 的 链 革 孢 属 真菌 
ThF-63 和 一 株 具 有 抗菌 和 杀 虫 活性 的 简 青 霉 ThF-11。 因 此 ， 药 用 植物 内 生 真 菌 被 认为 是 活 
性 天 然 产物 的 重要 来 源 (Sanjana et al., 2012) ， 近 年 来 ， 从 药 用 植物 内 生 真 菌 中 寻找 新 型 天 
然 活 性 化 合 物 已 成 为 新 的 研究 热点 , 药 用 植物 内 生 真 菌 代谢 产物 的 多 样 性 为 寻找 新 颖 天 然 活 
性 化 合 物 提供 了 有 效 途径 。 

DA (Asclepias curassavica) 是 云南 俱 医 常用 药 ， 性 凉 ， 味 甘 ， 具 有 调经 活血 、 止 痛 
退 热 、 消 炎 散 肿 的 功效 《〈 薪 振 忠和 汉 德 强 ，2006) ， 被 广泛 用 于 强 心 、 癌 证、 哮喘 、 发 烧 、 


让 


炎症 、 腹 泻 、 淋 病 、 风 湿 、 心 


管 等 疾病 的 治疗 〈 蒋 洪 和 宋 纬 文 ，2017; 杨 卫 平等 ，2016; 


李 冈 荣 ，2017) 。 目 前 ， 马 利 筋 的 研究 主要 集中 在 药 效 学 方面 ， 研 究 表明 马 利 筋 提 取 物 具有 
抗菌 、 抗 癌 、 心 血管 、 镇 痛 、 解 热 等 多 种 药理 活性 (Ali 2015; Raja & Ravindranadh, 2014) ; 
药 效 机 制 方面 ，Zheng et al.(2019) 研 究 发 现 马 利 筋 乙酸 乙 酯 提取 物 能 显著 抑制 A549、Hela、 
SK-OV-3、MGC-803、NIC-H1975 等 多 株 肿 瘤 细 胞 的 增殖 ， 通 过 激活 P38 和 JNK MAPK 信 

通路 诱导 NIC-H1975 发 生 凋 亡 。 然 而 ， 有 关 马 利 筋 内 生 真 菌 及 其 生物 活性 的 研究 鲜 有 报 


研究 证 实 , 药 用 植物 中 药 藏 着 丰富 多 样 的 内 生 真 菌 , 与 宿主 植物 长 期 进化 ， 


使 之 能 产生 


与 宿主 相同 或 相似 的 活 ! 


— 


生物 质 〈 王 景 仪 等 ，2020) 。Stierle et al.(1993) 从 红豆 杉 中 分 离 获得 


产 紫 杉 醇 的 内 生 真菌 。 因 此 ， 从 药 用 植物 内 生 真 菌 中 寻找 天 然 活性 产物 是 一 条 有 效 的 途径 。 


基于 此 ， 我 们 提出 “ 马 利 筋 内 生 真 菌 可 能 具有 抗 肿瘤 、 抗 炎症 和 抗 氧化 等 生物 活性 ”的 科学 


恨 说 ， 基 于 “ 药 用 植物 -内 生 戎 -生物 活性 ”的 研究 思路 ， 首 次 以 马 利 筋 内 生 真 菌 为 下 


究 对 象 ,对 168 株 西双版纳 产 马 利 筋 内 生 真 菌 进行 抗 肿瘤 、 抗 炎 、o- 和 葡萄糖 苷 酶 抑制 及 DPPH 
自由 基 清 除 等 活性 研究 ,为 后 续 从 中 深入 发 掘 潜在 新 型 天 然 抗 肿 瘤 、 抗 炎 、 降 糖 和 抗 氧化 等 


活性 化 合 物 贵 定 良好 基础 ， 并 对 保护 民族 药 马 利 筋 野生 资源 具有 重要 意义 。 


1 材料 和 方法 
1.4 内 生 真 菌 和 供 试 细胞 株 


168 株 供 试 内 生 真 菌 分 离 自 云南 西双版纳 产 新 鲜 马 利 筋 的 共和 叶 中 ,其 中 茎 中 分 离 获得 
106 株 (MJF-1~MJF-106) ， 叶 中 分 离 获 得 62 株 (MYF-1~MYF-62) ， 菌 株 培养 于 PDA 和 
PDB 培养 基 。 供 试 细胞 株 为 人 非 小 细胞 肺癌 NIC-H1975、 人 乳腺 癌 细 胞 MCF-7、 人 结肠 癌 
细胞 HCT-116、 人 宫颈 癌 细 胞 Hela、 人 肝癌 细胞 株 HepG2 和 小 鼠 单 核 巨 吹 细胞 Raw264.7， 


其 中 NIC-H1975 和 MCF-7 采用 RPMI1640 完全 培养 基 培 养 ， 其 他 细胞 株 采 | 
完全 培养 基 培 养 ， 以 上 细胞 购 于 中 国 科学 院 昆 明 动 物 研究 所 细胞 库 。 
1.2 培养 基 

马 铃 莫 葡萄 糖 琼 脂 培 养 基 (PDA): 马铃薯 200 g, 葡萄 糖 20 g, 琼脂 15g. 2 


ETA 


mL, PH 自然 ; 马铃薯 葡萄 糖 液 体 培 养 基 (PDB) : 32938 200 g, 葡萄糖 20 g, 


] DMEM 高 糖 


蒸馏 水 1000 
蒸馏水 1000 


mL, PH 自然 , RPMI1640 完全 培养 基 : RPMI1640 基础 培养 基 900 mL， 胎 牛 血 


LiB 100 mL, 


双 抗 10 mL. 1841335]; DMEM 高 糖 完 全 培养 基 : DMEM 高 糖 培养 基 900 mL， 胎 牛 血 清 


100 mL， 双 抗 10 mL， 混 合 均匀 ，4 °C 冰箱 保存 备用 。 
1.3 主要 仪器 和 设备 


DHZ-052D 型 恒温 摇 床 (上海 博彩 生物 科技 有 限 公 司 ) 、DHP-9052 型 恒温 


培养 箱 (上 


海 一 恒 科 技 有 限 公司 ) 、Heidolph 型 vei ( 德 祥 科 技 有 限 公 司 ) . SpectraMax i3x 型 
多 功能 酶 标 仪 〈 美 谷 分 子 仪器 (上 海 ) 有 限 公 、 二氧化碳 培 养 箱 CThermofisher Scientific? 。 


1.4 内 生 真 菌 的 培养 及 提取 物 的 制备 


挑 取 分 离 所 得 的 马 利 筋 内 生 真菌 到 新 鲜 PDA. 培养 基 上 进行 活化 ， 活 化 后 的 内 生 真菌 接 


种 于 PDB 培养 基 中 ，28 C、150r。min1 摇 床 培养 8 d， 过 滤 菌 丝 ， 收 集 发 酵 液 并 用 乙酸 乙 
酯 萃取 3 WR, KRATER RRIEK ERRERA E, RRR E H DMSO 溶解 配 成 


初始 浓度 200 mg，*， mL-! 的 母液 ，4 °C 冰箱 保存 备用 。 
1.5 肿瘤 细胞 毒 活 性 测定 


采用 SRB iX (Skehan et al., 1990) 进行 肿瘤 细胞 毒 活性 测定 ， 取 对 数 生长 期 的 肿瘤 细胞 
株 NIC-H1975、MCF-7、HCT-116、Hela 和 HepG2 按 4x104 个 .mL-! 接 种 于 96 和 孔 培养 板 中 ， 


每 孔 100 uL, T 37 *C. 5% CO2 培养 箱 培养 24h， 加 入 100 uL 不 同 浓度 (40, 


20、10、5、 


2.5. 125 ug * mL. 提取 物 ， 每 个 浓度 设 3 个 复 孔 ， 同 时 设 3 个 对 照 孔 ， 置 于 CO; 培养 箱 
中 继续 培养 48 h， 弃 培养 上 清 加 入 4 "C 预 冷 的 10968 TCA 100 uL * 1L, 4°C 1 h 后 用 
蒸馏 水 洗涤 5 次 ， 空 气 中 自然 风干 。 加 入 4 mg * mL! fj SRB 溶液 100 uL * FL, Sii efe 
15 min， 弃 上 清 液 , 用 1% 酷 酸 洗涤 5 次 , 空气 干燥 , 加 入 100 uL FL! Hf] Tris (10 mmol *L-!) 
溶液 ， 室温 放 置 5 min， 于 560 nm 波长 测 OD 值 。 按 以 下 公式 计算 各 菌株 提取 物 对 肿瘤 细胞 
的 生长 抑制 率 ， 半 数 抑制 浓度 ICso 值 采用 Origin 软件 计算 。 


I(96) - (Ay — Ac)! Acx100% 


RP: 代表 抑制 率 ，A4y 代表 给 药 组 OD fü; Ac 代表 对 照 组 OD 值 。 

1.6 抗 炎 活 性 测定 
1.6.1 细胞 活力 测定 

采用 SRB 法 (Skehan et al., 1990) 检测 各 提取 物 对 Raw264.7 细胞 活力 的 影响 ， 取 对 数 
生长 期 细胞 按 3x105 个 。 孔 :接种 于 96 孔 培 养 板 中 ， 每 孔 100 pL， 设 置 内 生 真 菌 提取 物 组 
和 对 照 组 , 提取 物 组 加 入 50 uL REKE C10. 5. 2.5. 1.25. 0.625. 0.3125, 0156 25 ug "mL-1) 
提取 物 和 50 uL DMEM 高 糖 完全 培养 基 ， 对 照 组 加 入 100 pL 培养 基 ， 每 组 设 3 个 复 孔 ， 加 
药 后 ， 放 于 37°C, 5% CO: 培养 箱 中 培养 24 h，SRB 法 检测 Raw264.7 细胞 活力 。 
1.6.2 LPS 诱导 的 Raw264.7 细胞 中 NO 的 测定 

采用 Griess 法 (Kim et al., 20200 进行 NO 检测 , 取 对 数 生 长 期 的 Raw264.7 细胞 按 3x106 
个 。 孔 :接种 于 96 孔 板 中 , 每 孔 100 pL。 将 细胞 分 为 空白 组 (DMEM 培养 基 ) 、 模 型 组 (1.5 
ug mL! LPSHDMEM 培养 基 ) 和 内 生 真 菌 提取 物 组 (1.5 ug mL! LPS 十 各 浓度 提取 物 (2.5、 
1.25、0.625、0.3125、0156 25 ug "mL-1) ) ， 每 组 设 3 个 复 孔 。 加 药 后 ， 放 于 37°C, 5% CO» 
培养 箱 中 培养 24P， 收 集 培 养 上 清 ， 采 用 Griess 法 检测 培养 上 清 中 NO 水 平 。 
1.6.3 LPS 诱导 的 Raw264.7 细胞 中 IL-6.. IL-18 和 TNF-a 的 测定 

按 1.6.2 的 方法 对 Raw264.7 细胞 进行 处 理 ， 按 照 酶 联 免疫 吸附 试剂 盒 说 明 书 检测 细胞 
培养 上 清 中 肿瘤 坏死 因子 -wo CTNF-oO 、 白 细胞 介 素 -6 C(IL-6) 、 白 细胞 介 素 -1B〈IL-1B) 水 
平 ， 根 据 标准 曲线 ， 计 算 上 清 中 各 种 炎症 因子 的 含量 。 
1.7 o- 葡 萄 糖苷 酶 抑制 活性 测定 

参照 郑 喜 等 (2015) 方法 ， 将 内 生 真 菌 提取 物 和 阿 卡 波 糖 用 PH 6.8 磷酸 盐 缓冲 液 稀 释 
至 所 需 浓度 ，a- 和 葡萄 糖苷 酶 冻 干粉 配 成 浓度 为 0.8 U * mL 溶液 ， 底 物 (PNPG) 配 成 浓度 
2.5 mmol* L! 溶液 。 设 置 对 照 组 (磷酸 盐 缓 冲 液 十 酶 液 十 底 物 ) 、 空 白 对 照 组 〈 磷 酸 盐 组 
冲 液 ) 、 样 本 测定 组 〈 磷 酸 盐 缓冲 液 十 提取 物 十 酶 液 十 底 物 ) 、 样 本 对 照 组 〈 磷 酸 盐 缓冲 液 
十 提取 物 ) 和 阳性 对 照 组 〈 磷 酸 盐 缓 冲 液 十 阿 卡 波 糖 十 酶 液 十 底 物 ) ， 依 次 加 入 20 pL 提取 
物 或 阿 卡 波 糖 (5. 2.5. 1.25. 0.625 mg * mL!) 、20 uL 磷酸 钊 缓冲 液 、20 uL ou- 葡 萄 糖苷 
酶 ，37 °C 恒温 哺育 15 min 后 ， 加 入 20 uL 2.5 mmol * L! f] PNPG，37 °C 恒温 反应 15 min, 
再 加 入 80 uL 0.1 mol * L! 的 NaCO; 溶液 终止 反应 ， 于 405 nm 波长 测 吸光 度 值 A。 每 个 样 
本 设 三 个 复 了 九 ， 实 验 重复 3 次 。 按 以 下 公式 计算 抑制 率 并 用 Origin 软件 计算 ICso 值 。 


I(96) 5 [1 — (Ast - Asc) (Ac - Ab)]x 10096 


式 中 : 了 代表 抑制 率 ; Ast 代表 样本 测定 组 OD fü; Asc 代表 样本 对 照 组 OD 值 ; Ac 代表 
对 照 组 OD 值 ; Ab 代表 空白 对 照 组 OD 值 。 
1.8 DPPH 自由 基 清 除 活性 测定 

参照 Guo et al.(2020) 方 法 进行 测定 ,将 内 生 真 菌 提取 物 和 维生素 C 用 无 水 乙醇 稀释 至 所 
需 浓 度 ，DPPH 用 无 水 乙醇 配 成 0.2 mmol * LI 的 溶液 。 分 别 将 100 pL 各 浓度 测试 提取 物 溶 
i (800. 400. 200. 100 和 50 ug .mL ) 和 100 uL DPPH 溶液 加 入 到 96 孔 板 中 ， 轻 轻 混 


也 | 


=a 


^N 
E 


溶液 与 100 uL 无 水 乙醇 混合 后 的 吸 
提取 物 对 DPPH 自由 基 的 ; 


1(%)=[(As 


公式 计生 


式 中 : 了 代表 DPPH 自由 基 
K DPPH 和 无 水 乙醇 混合 溶液 OD 值 ，Aref 代表 


1.9 活性 菌株 的 鉴定 


参照 谭 小 明 等 (2014) 方法 进行 活 虱 


液 氮 中 迅速 研磨 成 粉 ， 
引物 ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) 和 ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) 


按 以 下 反应 


30 个 循环 ;72 °C 


性 菌株 种 属 。 


室温 下 避 光 静 置 反应 30 min 后 于 517 nm 波长 测定 


— 


5 


青 除 率 ， 并 月 


N 


ERIRE, Feel UTR 
参照 天 根 真菌 DNA 提取 试剂 盒 操作 说 明 提 取 真 菌 


TETSI 


; 10 min. PCR 扩 增 产物 取 5 ul ETT Si HE E Fa vor 
物 技术 有 限 公司 测序 ， 反 馈 序 列 通 


结果 与 分 析 
2.1 马 利 筋 内 生 真菌 代谢 产物 对 肿瘤 细胞 生存 率 的 影响 


前 过 NCBI( http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 进 行 比 对 ， 确 定 活 


株 菌 丝 (0.5-1 g) 在 


吸光 度 As, 同时 测定 100 uL DPPH 
光度 Ab， 以 及 200 uL 无 水 乙醇 的 吸光 度 值 Aref。 按 以 
H Origin 软件 计算 ICso 值 。 


Aref ) - (Ab — Aref )|/(Ab — Aref )x100% 


除 率 ; As 代表 测试 样本 和 DPPH 混合 溶液 OD fü: Ab X 
无 水 乙醇 OD fü. 


DNA。 采 用 通用 


条 件 进 行 PCR 扩 增 : 95°C, 4 min; 95°C, 30s, 56°C, 30s, 72°C, 1min, 


|, JFZSTCSERUE 


通过 SRB 法 测定 168 PRAIA A ESL DO 性 ， 结 果 见 表 1。 从 表 1 可 以 看 出 ，9 
株 内 生 真 菌 提 取 物 表现 出 广 谱 而 显著 细胞 毒 作用 , 其 中 以 MYF-16 活性 最 强 , 活性 强 于 顺 铂 。 
大 部 分 活性 菌株 对 NIC-H1975. HCT-116 和 Hela 较 MCF-7 和 HepG2 敏感 ， 具 有 更 好 地 抑 
制作 用 ; 菌株 MJF-33 对 HepG2 肿瘤 细胞 较为 敏感 ， 其 ICso 73 0.147 ug * mL-!， 而 对 其 他 4 
株 肿瘤 细胞 的 ICso>10 ug e mL; 从 菌株 分 布 来 看 ， 活 性 菌株 主要 集中 于 马 利 筋 的 共 ， 有 8 
株 ， 而 叶 中 仅 获得 1 株 活性 菌株 MYF-16， 然 而 来 源 于 茎 中 的 内 生 真 菌 活性 弱 于 时 中 内 生 真 
菌 ， 可 能 跟 宿 主 马 利 筋 抗 肿瘤 活性 成 分 主要 集中 于 叶 有 关 。 
表 1 9 株 马 利 筋 内 生 真 菌 抗 肿瘤 活性 
Table 1 Anti-tumor activity of 9 endophytic fungi from A. curassavica 
菌株 编号 肿瘤 细胞 株 Tumor cell lines Cso, ug ° mL!) 
Strain numbers NIC-H1975 HCT-116 MCF-7 Hela HepG2 
MYF-16 0.091 0.135 1.222 0.577 0.144 
MJF-7 4.576 9.088 31.571 9.026 12.349 
MJF-16 19.055 12.095 36.029 12.442 18.903 
MJF-33 10.983 14.016 26.001 14.425 0.147 
MJF-53 2.604 2.689 9.224 3.817 6.711 
MJF-61 5.264 6.955 9.633 6.949 11.784 
MJF-64 9.056 9.643 20.909 14.581 21.156 
MJF-68 13.031 18.976 38.596 20.055 39.752 
MJF-99 6.745 8.322 9.077 9.157 18.717 
IRA Cisplatin 5.344 2.715 5.764 0.358 0.297 
2.2 MJF-53 对 LPS 诱导 的 Raw264.7 细胞 中 IL-6, IL-18 和 TNF-a 的 影响 
通过 建立 炎症 细胞 模型 ， 测 定 各 内 生 真 菌 代谢 物 对 Raw264.7 细胞 中 NO 的 影响 ， 结 果 
发 现 菌株 MJF-53 在 浓度 小 于 2.5 ug "mL-I 时 对 细胞 无 毒性 ， 且 能 浓度 依赖 性 抑制 NO 的 分 
à (图 1: a b) 。 进 一 步 测 定 MJF-53 对 LPS 诱导 的 Raw264.7 细胞 IL-6、IL-1B 和 TNF-a 
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的 影响 ， 结 果 发 现 该 菌株 提取 物 在 浓度 2.5 ug * mL-! I EXE ETE] IL-1p 的 产生 ， 然 而 对 
TNF-a FN IL-6 的 分 泌 无 影响 (图 1: c, d), 推测 MJF-53 可 能 通过 选择 性 抑制 促 炎 因子 IL-1p 
分 泌 上 游 相关 信和 号 通路 从 而 抑制 炎症 发 生 。 
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MJF-53 提 取 物 浓度 Concentration of MJF-53 extract(ug. mL’) MJF-53 提 取 物 浓度 Concentration of MJF-53 extract(ug. mL’) 


NC. 空白 对 照 组 ; LPS. LPS 诱导 组 ; * 表 示 与 LPS 诱导 组 比较 , P<0.05; ** 表 示 与 LPS 诱导 组 比较 , P<0.01。 
NC. Blank control group; LPS. LPS-induced group; *P«0.05 vs LPS-induced group; **P«0.01 vs 
LPS-induced group. 
图 1 MJF-53 对 Raw264.7 细胞 活 度 (a) ~ NO (b) . IL-18 Ce) IL-6 (d) 的 影响 
Fig.1 Effects of MJF-53 on viability(a), NO(b), IL-10(c) and IL-6(d) of Raw264.7 
2.3 马 利 筋 内 生 真 菌 代谢 产物 对 w- 葡 萄 糖苷 酶 活性 的 影响 
通过 ou- 葡 萄 糖苷 酶 抑制 活性 筛选 获得 7 株 对 w- 葡 萄 糖苷 酶 具有 较 好 抑制 活性 的 内 生 真 
菌 ， 抑 制作 用 呈 浓 度 依赖 性 ， 在 浓度 5 mg. mL! ETX) -葡萄 糖苷 酶 表现 出 显著 抑制 作用 ， 
抑制 率 >70%， 各 活性 菌株 ICso 值 均 小 于 4 mg .mL-1。 其 中 MYF-16 和 MYF-55 对 o- 葡 萄 糖 
昔 酶 的 抑制 活性 最 强 ， 其 ICso 值 分 别 为 1.996、1.823 mg“。mL-1， 抑 制 活性 接近 阿 卡 波 糖 ， 
结果 见 表 2 和 表 3。 
表 2 马 利 筋 内 生 真 菌 提取 物 对 u- 和 葡萄糖 背 酶 抑制 率 


Table 2 Inhibitory rate of endophytes against a-glucosidase 


菌株 编号 抑制 率 Inhibitory rate (96) 

Strain numbers 0.625 mg "mL 1.25 mg*mL! 2.5mg*mL!  5mg*mL! 
MYF-9 -15.46x1.72 -27.6140.86 -48.972:1.08 -71.26::0.76 
MYF-16 -16.84+2.96 -37.91+2.84 -57.91+0.31 -75.77+0.58 
MYF-19 -7.45+0.13 -22.63+1.00 -50.83+1.60 -70.56+1.19 


MYF-55 -14.14+0.56 -39.71 士 0.98 -64.75+0.24 -80.56+0.66 


MJF-47 -12.37+0.12 -24.95+0.82 -51.44+0.91 -75.90+0.48 
MJF-53 -17.49+2.91 -29.72+0.29 -50.79+0.06 -72.74+0.37 
MJF-64 -4.02+0.10 -8.24+0.72 -20.14+0.06 -87.07+0.76 

阿 卡 波 糖 Acarbose -31.7541.38 -57.3121.03 -74.25+0.89 -90.53+1.26 

ik: n=3。 下 同 。 


Note: n=3. The same below. 
表 3 马 利 筋 内 生 真 菌 提取 物 抑制 w- 葡 萄 糖苷 酶 活性 (n=3) 


Table 3 Anti-a-glucosidase activity of endophytes of A. curassavica (n=3) 


菌株 编号 ICso(mg * mL’) 菌株 编号 á 
. . ICso(mg * mL") 
Strain numbers Strain numbers 
MYF-9 2.524x0.064 MJF-47 2.40320.016 
MYF-16 1.99620.127 MJF-53 2.3522-0.067 
MYF-19 2.719:0.059 MJF-64 3.02820.023 
MYF-55 1.823+0.017 阿 卡 波 糖 Acarbose 1.071+0.346 


2.4 马 利 筋 内 生 真 菌 代谢 产物 对 DPPH 自由 基 清 除 活性 的 影响 


通过 DPPH 法 对 


168 株 内 生 真 菌 提取 物 进行 抗 氧化 活性 测定 ， 结 果 发 现在 浓度 800 


ug * mL-1 时 ， 有 19 株 内 生 真 菌 提取 物 对 DPPH 自由 基 的 清除 率 均 在 50% 以 上 ， 其 中 11 株 


清除 率 在 80% 以 上 ， 菌 


株 MYF-9、MYF-19 和 MJF-84 表现 出 较 强 的 抗 氧化 活性 ，ICso 分 别 


为 13.562、17.776 和 12.395 hg。mL-1。 从 菌株 分 布 来 看 ，DPPH 自由 基 清 除 活性 菌株 有 13 


株 分 布 于 马 利 筋 的 茎 中 


，6 株 分 布 于 叶 中 。 结 果 见 表 4 和 表 S. 


表 4 马 利 筋 内 生 真 菌 提取 物 对 DPPH 自由 基 的 清除 率 (n=3) 
Table 4 DPPH radical scavenging rate of extracts of endophytic fungi(n=3) 


菌株 编号 清除 率 Scavenging activity (96) 

Strain numbers 50 ug * mL! 100hg mL! 200gg*mL! 400gg* mL! $800 qug * mL- 
MYF-9 -85.65x1.73 -87.69+7.84 -89.532.93 -90.17+3.22 -90.30+2.47 
MYF-15 -15.45x1.75 -29.69+5.41 -51.5145.34 -77.12+2.80 -80.33 士 1.38 
MYF-16 -40.03+5.29 4 -85.664x1.05 -88.61 土 1 .71 -89.33 土 1 .47 -90.42+5.19 
MYF-19 -50.94+7.65 -89.02+1.14 -90.19+2.44 -90.66+4.45 -90.22+5.58 
MYF-25 -15.41+6.38 -22.89+6.16 -34.86+7.09 -46.88+4.53 -52.68+1.33 
MYF-55 -36.91+6.55  -87.676.14 -88.26+3.71 -89.73 土 5.24 -90.35+2.25 

MJF-7 -8.8542.07 -19.55+3.22 -36.00+2.78 -58.42+7.17 -81.58+2.48 
MJF-11 -9.95+0.63 -19.88 土 1 .84 -34.01 士 1.23 -52.56+7.28 -75.04+2.34 
MJF-13 -3.34+0.18 -9.05+0.17 -19.98 士 1.13 -32.5624.71 -55.05x1.64 
MJF-33 -22.70+2.61 -34.16+2.37 -55.47+1.79 -70.33 士 1.49 -85.90+3.20 
MJF-53 -52.63+6.41 -82.30+7.64 -86.52+4.25 -88.51 土 1 .63 -89.23+7.25 
MJF-56 -6.88+1.15 -14.46+1.28 -25.58+6.21 -39.27+3.22 -55.69+3.26 
MJF-64 -22.17x1.83 -37.80 土 1 .94 -58.16+1.62 -81.00+6.35 -82.87 土 5.14 
MJF-72 -19.42+3.54  -30.29+3.58 -47.47+3.10 -65.74+1.69 -69.89+2.07 
MJF-76 -9.19+0.80 -15.34+0.04 -25.67-:1.00 -43.24+1.24 -57.79+3.22 
MJF-84 -24.6341.71 -44.19+2.03 -70.09+1.31 -79.17+1.91 -83.46::4.53 
MJF-89 -22.96+1.44 . -33.3042.34 -53.52+1.26 -52.47+6.02 -57.41+2.91 
MJF-90 -16.13+0.56  -25.041.70 -40.31 士 1.20 -49.76:2.44 -60.30+4.15 
MJF-98 -22.77+2.13 -93.83 士 3.08 -87.54+4.61 -87.42+5.10 -85.82+3.19 


维生素 C -77.00+0.62 -82.38+0.52 -85.93+2.67 -88.83 土 0.71 -90.47+0.02 


Vitamin C 


表 5 马 利 筋 内 生 真菌 对 DPPH 自由 基 清 除 活性 (n=3) 
Table 5 DPPH free radical scavenging activity of endophytic fungi (n-3) 


菌株 编号 ICso(mg * mL!) 菌株 编号 P 
j . ICso(mg * mL!) 
Strain numbers Strain numbers 
MYF-9 13.562+0.633 MJF-53 25.058+0.745 
MYF-15 183.8724x5.573 MJF-53 627.102424.136 
MYF-16 35.21822.140 MJF-64 152.235-x5.597 
MYF-19 17.776+0.840 MJF-72 244.419:21.094 
MYF-25 505.058€21.172 MJF-76 570.594425.080 
MYF-55 36.3064x0.485 MJF-84 12.39541.137 
MJF-7 289.2134x13.689 MJF-89 329.201217.770 
MJF-11 337.489-4.232 MJF-90 412.95246.312 
MJF-13 669.0714-29.514 MJF-98 79.068+5.381 
维生素 C 
MJF-33 160.851+9.433 1.79340.133 
Vitamin C 


2.5 活性 菌株 ITS 鉴定 结果 
NCBI 比 对 发 现 活性 菌株 序列 相似 度 均 接近 100%, Ept Tittu (Alternaria) 、 


pnr 


RAME (Colletotrichum) . WJ) A)R (Fusarium) ~ EESE (Diaporthe) ~ WRT W JE 
(Talaromyces) 和 新 壳 梭 孢 菌 (Neofusicoccum parvum) 六 个 种 属 ， 结 果 见 表 60 HK 6 可 
以 看 出 活性 菌株 主要 集中 分 布 于 链 格 孢 属 和 间 座 壳 属 两 个 属 ， 其 中 9 株 属于 链 格 孢 属 ，5 bk 
属于 间 座 壳 属 , 其 他 四 个 属 仅 有 8 株 , 链 格 孢 属 和 间 座 壳 属 可 能 是 马 利 筋 优 势 活性 菌株 种 属 。 

表 6 马 利 筋 活性 菌株 种 属 鉴定 结果 


Table 6 Identification of active strain from A. curassavica 


PR 序列 相似 "NER 序列 相似 度 
菌株 编号 菌株 编号 、 i 
. 拉丁 名 Sequence . 拉丁 名 Sequence 
Strain . MEM Strain . MA 
Latin name similarity Latin name similarity 
numbers numbers 
(96) (96) 
MYF-9 Alternaria tenuissima 100 MJF-47 Colletotrichum cliviicola 100 
MYF-15 Alternaria alternata 100 MJF-53 Alternaria alternata 100 
MYF-16 Alternaria arboresens 100 MJF-56 Diaporthe melonis 99.06 
MYF-19 Alternaria alternata 100 MJF-61 Diaporthe subellipicola 100 
MYF-25  Colletotrichum siamense 100 MJF-64 Diaporthe melonis 100 
MYF-55 Alternaria arborescens 100 MJF-68 Diaporthe phaseolorum 100 
MJF-7 Fusarium equiseti 100 MJF-72 Neofusicoccum parvum 100 
MJF-11 Fusarium proliferatum 99.8 MJF-84 Diaporthe melonis 100 
MJF-13 Alternaria arborescens 100 MJF-89 Talaromyces cellulolyticus 100 
MJF-16 Alternaria arborescens 100 MJF-90 Neofusicoccum parvum 99.8 
MJF-33 Alternaria tenuissima 100 MJF-98 Neofusicoccum parvum 100 


3 讨论 与 结论 


药 用 植物 内 生 真 菌 能 产生 结构 新 络 、 种 类 多 样 和 生物 活性 广泛 的 次 生 代 谢 产物 ， 是 活性 
天 然 产 物 的 重要 来 源 (Sunil etal., 2018; Geethanjali et al., 2019) 。 在 与 宿主 长 期 共 寄 生 过 程 


中 宿主 可 能 将 其 遗传 物质 或 信息 传递 给 其 内 生 真 菌 ， 使 之 具有 和 宿主 相同 或 类 似 的 代谢 途 


径 ， 导 致 内 生 真菌 能 够 产生 与 宿主 相同 或 相似 生物 活性 的 物质 。 马 利 筋 作为 傣 


药 被 广泛 用 于 


癌症 、 哮 映 、 强 心 、 炎 症 、 风 湿 、 发 烧 、 腹 泻 、 淋 病 、 心 血管 等 疾病 的 治疗 〈 蒋 洪 和 宋 纬 文 ， 


2017; 杨 卫 平等 ，2016; 李 冈 荣 ，2017) ， 提示 其 具有 多 种 生物 活性 ， 尤 以 抗 


肿瘤 和 抗 炎 活 


性 引起 广泛 关注 。 前 期 研究 我 们 发 现 马 利 筋 具有 显著 而 广 谱 的 抗 肿瘤 活性 ， 通 过 激活 p38 


FI JNK MAPK 信和 号 通路 诱导 NIC-H197 细胞 凋 亡 介 导 抗 肿 瘤 Czheng et al., 20 


19) ， 本 研究 


发 现 MYF-16 具有 显著 而 广 谱 的 生物 活性 ， 其 抗 肿 瘤 活性 尤为 显 背 ， 对 非 小 细胞 肺癌 


NIC-H197 最 强 ， 推 测 MYF-16 可 能 产生 宿主 马 利 筋 相同 或 相似 生物 活性 的 物 


质 ， 研 究 结 果 


与 前 期 报道 的 红豆 杉 内 生 真 菌 能 够 产 紫 杉 醇 (Stierle et al., 1993; Somjaipeng et al., 2015) 以 


及 喜 树 内 生 真 菌 产 喜 树 碱 (Ran et al., 2017) 结果 相似 。 因 此 ， 活 性 菌株 MYF-16 可 作为 


标 菌株 进一步 深入 探讨 其 活性 代谢 产物 及 抗 肿瘤 作用 机 制 。 


NLRP3 炎症 小 体 的 激活 在 调节 炎症 反应 中 具有 重要 作用 (Patel et al., 2017; Mao et al., 


2017) . ATP 等 信号 分 子 促进 胞 内 钾 离子 外 流 介 导 NLRP3. ASC 和 caspase- 


1 组 装 成 蛋白 


REW, 进而 激活 caspase-1 自身 剪 切 产生 p20 和 p10 两 个 亚 基 , 介 导 促 炎 因子 IL-1B I IL-18 


剪 切 成 熟 释 放 ， 导 致 炎症 反应 的 发 生 〈 丁 杨 和 胡 容 ，2018) 。 本 研究 发 现 菌株 
ug:mL-1 时 无 明显 毒性 且 能 有 效 抑制 LPS 诱导 的 Raw264.7 中 促 炎 因 子 NO 和 
推测 该 菌株 可 能 产生 抑制 和 工 -18 分 泌 的 抗 炎 活 性 成 分 ， 通 过 抑制 NLRP3 炎症 
IL-1B 剪 切 成 熟 释 放 介 导 抗 炎 作用 ， 有 具体 的 抗 炎 机 制 及 体内 抗 炎 作用 需要 进 

药 用 植物 中 蕴藏 着 丰富 多 样 的 内 生 真 菌 ， 内 生 真 菌 是 天 然 活性 化 合 物 的 


MJF-53 在 2.5 
IL-18 的 分 小， 
小 体 激 活 抑制 
步 深入 确证 。 

EHKI. ITS 


鉴定 发 现 22 株 活性 菌株 分 属于 Alternaria, Colletotrichum, Fusarium, Diaporthe, Talaromyces 
和 Neofusicoccum 六 个 属 , 其 中 9 株 属于 链 格 孢 属 (4Uerraria),5 株 属于 间 座 壳 属 CDiaportpe )， 


广 谱 活性 菌株 MYF-16、MJF-53 和 MJF-64 也 分 属于 这 两 个 属 ， 由 此 推测 链 格 


孢 属 和 间 座 壳 


属 可 能 是 马 利 筋 优 势 内 生 真菌 ， 结 果 与 谭 小 明 等 〈2015) 报道 的 链 格 孢 属 (Alternaria) ~ 


JJA (Fusarium) ~ WATE (Colletotrichum) 等 真菌 是 药 用 植物 的 优势 


菌 群 相符 。 此 


外 ， 内 生 真 菌 资 源 多 样 性 与 宿主 植物 所 处 的 环境 密切 有 关 ， 刘 芸 等 〈2010 ) f 
织 中 内 生 真 菌 的 种 类 和 数量 与 季节 密切 相关 ; 页 敏 等 (2014) 研究 发 现 不 同 地 
菌 的 种 类 差别 很 大 。 因 此 ， 为 了 获得 更 加 丰富 的 马 利 筋 活性 内 生 真 菌 资 源 ， 可 
节 、 多 个 采样 点 进行 采样 后 对 不 同 部 位 进行 分 离 、 鉴 定 。 


究 表明 虎 杖 组 
域 银杏 内 生 真 
以 选择 不 同 季 


综 上 所 述 ， 本 研究 筛选 获得 多 株 具 有 抗 肿瘤 、 抗 炎 、 抑 制 or- 葡 欧 糖 背 酶 和 清除 DPPH 


自由 基 等 活性 的 戎 株 ， 为 从 马 利 筋 内 生 真菌 中 深入 发 掘 抗 肿瘤 、 抗 炎 、 降 糖 和 


抗 氧化 活性 物 


质 黄 定 基础 ， 对 于 开发 傣 药 马 利 筋 植物 资源 和 拓展 傣 药 马 利 筋 应 用 具有 一 定 的 指导 的 意义 。 
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